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Abstract 
Med en øget aquakultur kan man være med til at løse et global fødevaremangel, med en voksende 
befolkningsvækst. Problemet med aquakulturen er at en del fiske art, skal have levende foder, som 
samtidigt kan levere kvalitet, der kan give en sund aquakultur. Her er copepoder, acartia tonsa, et godt 
valg, da det er et naturligt fødevalg for en del fiskelarver og de har en god fedt-syre sammensætning. 
Copecoder, acartia tonsa, har yder mere den fordel at deres æg kan komme i en tilstand af ”quiescence” 
(dvalestistand). 
Quiescence er en naturlig tilstand, der opstår, når miljøbetingelserne er ugunstige. Fordelen ved quiescence 
er at man kan ændre miljøbetingelserne til gunstige og genstarte æggene udvikling og dermed udklække 
dem.  
Flere forsøg har, med quiescence æg, vist over tid, at klækningsprocenten er faldet. Dette projekt 
undersøgte, om en stabil pH-værdi, kontrolleret af en borsyre –og borax buffer, kan øge 
klækningsprocenten over tid. Derudover blev der også blive undersøgt om start iltindholdet har en 
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betydning for klækningsprocenten over tid. Der er blevet undersøgt om de bakterielle forhold, blev påvirket 
af buffer og forskellige start iltforhold. Da copepode æggene kan ligge i quiescence tilstand i flere år i 
naturen, er der også lavet prøver af æggene med ekstra organisk materiale omkring sig. Det viser sig at 
ekstra organisk materiale har en positiv betydning for klækningsprocenten. Projektet har vist at borsyre- og 
borax buffer, ikke er den rigtige type af bufferet.        
 
Resume 
With an increased aquaculture it will be possible to help solve a global food shortage with an increasing 
population growth. The problem with aquaculture is that some fish species need live food, which at the 
same time will provide quality that can give a healthy aquaculture. Here are copepods, acartia tonsa, a 
good choice as it is a natural food choice for some fish larvae and they have a good fatty acid component. 
Copepods, acartia tonsa also has the advantage that their eggs can come in a state of “quiescence” 
Quiescence is a natural state that occurs when environmental conditions are unfavorable. The advantage of 
quiescence is that it is possible to change the environmental conditions to favorable conditions and restart 
the eggs development and thereby hatch them. 
Several experiences with quiescence eggs have over time shown that the hatchling rate has fallen. This 
project examined whether a stable pH value controlled with a boric acid and borax buffer can increase the 
hatchling rate over time. In addition, it will also be examined if the starting oxygen content has a meaning 
for the hatcling rate over time. It has been studied whether the bacterial conditions was affected by the 
buffer, and different initial oxygen conditions. As copepod eggs can be in a quiescence state for several 
years in nature, some of the samples were made with extra organic matter surrounding the eggs. It turns 
out that additional organic matter has a positive effect for the hatchling. The project has shown that boric 
acid and borax buffer is not the right type of buffer.  
 
 
Introduktion 
Med en voksende befolkningstilvækst og øget velstand på globalt plan, er der større efterspørgsel 
og højere krav til en stigende og effektivt fødevareproduktion. De fleste landbrugsarealer er 
udnyttet så effektivt, at det vil det kræve en udvidelse af det opdyrkede areal for at imødekomme 
den øgede efterspørgsel, hvilket vil betyde et større indhug i skove og andre arealer med stor 
biodiversitet. Med en stigende befolkningstilvækst, vil landbrugsarealer ikke kunne imødekomme 
den medfølgende efterspørgsel, som følge af urbanisering og den logistik der hører med. Derfor er 
det en naturlige følge, at undersøge om verdenshavene kan imødekomme denne efterspørgsel? 
Meget tyder på at det globale fiskeri ikke kan forøge deres muligheder for fangst, da fiskeri er 
stagneret siden 1990`erne og det menes at 90% af fiskebestanden ligger på deres totale bæreevne 
eller er udsat for overfiskeri. Derfor er der sket en stigning i produktion af aquakulturer, som 
stadigvæk kan effektiviseres og udbygges for at imødekomme den stigende efterspørgsel på 
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fødevareproduktion. Aquakulturen udgør efterhånden omkring en tredjedel af verdens samlede 
udbud af fisk og skaldyr (Moffitt, C.M. & Cajas-Cano, L., 2014). 
 
Selvom produktionen i dag udgør en tredjedel er der indtil videre kun få fiskearter, der gennem 
aquakulturproduktion kan opdrættets med succes. Det skyldes at de fleste fiskelarver ikke kan 
overleve med formuleret foder der bruges i fiskeopdræt, og man må derfor må man finde en 
anden foderløsning for dem.  
Da der har været problemer med formuleret foder, bliver der i dag forsket i hvilke muligheder der 
er for at kunne bruge levende foder til fiskeopdræt. 
Levende foder 
Succes med copepoder (en vandloppe) 
Fritlevende copepoder er blevet undersøgt intensivt på grund af deres centrale rolle i det marine 
pelagiske miljø. Copepodene udgør op til 80% af den mesozooplanktonen i verdenshavende, hvor 
de er en meget vigtig fødekilde for fiskelarver generelt (Mauchline, 1998). Deres livscyklus og 
fysiologi er blevet undersøgt for at forstå påvirkningerne af de forskellige miljømæssige forhold på 
det pelagiske økosystem. Siden 1960'erne er copepoderne blevet undersøgt og   det er indtil nu 
lykkes at opdrætte ca. 60 copepode arter (Mauchline, 1998). Flere aquakulturer -og akvariets 
forhandlere oplever et desperat behov for copepoder til den stadige voksende industri. Man 
mener desuden at brug af copepoder som foderkilde i aquakultur, vil øge antallet af opdrættede 
fiskearter. Med samme hensigt er copepoder anvendt som foder til en øget produktionen af 
forskellige arter af akvariefisk til akvarium handel, som derfor også har ført til et fald i fiskeri på de 
naturlige fiskebestande (Drillet, G. et al. 2006b). Det har betydet en pålidelig levering af fisk til 
forbrugerne og en enestående chance for at beskytte sarte miljøer som f.eks. koralrev.  
En grund til at copepoderne er en succes som foderkilde, skyldes at opdrættet af fiskelarver får et 
højt ernæringsforhold i forhold til opdræt med andre typer zooplanton, som traditionelt bruges til 
levende foder. (Drillet, G. et al. 2006b). Traditionelt set har man brugt rotifers (også kaldet hjuldyr) 
og artemia (et vandkrebsdyr), som levende foder. Problemet med rotifers og artemia er at man 
skal tilpasse foderingen til fiskelarvens størrelsen, da man oftest starter fodringen med rotifers og 
senere, hvor fiskelarven er vokset, fodrer man med artemia. Her er copepoder en bedre levende 
fodertype, da den kan anvendes i de fleste vækstfaser af fiskelarveproduktion. Copepoder har 
flere udviklingsstadier, der spænder over 6 nauplii-stadier og 6 copepoder-stadier. Dermed kan 
fiskelarven løbende foders med den rigtige foderstørrelse, mens den selv øges i tilvækst (se figur 
1).   
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 Figur 1; Konceptuelt diagram for opdyrkning af pighvarlarve. I øverste række opdræt på traditionelt 
levendefoder (hjuldyr og Artemia) og i midterste ved brug af copepoder. Nederste række viser 
pighvarlarvens stadier. Adapteret fra [Abate et al., 2015]. 
 
Rotifers og artemia bliver på nuværende tidspunkt brugt som fiskefoder, da især rotifers har en 
høj andel på 43% af essentielle aminosyrer i den frie aminosyre (FAA), modsat copepoder som kun 
har 30 - 32% (Drillet et al. 2006b). Rotifers har til gengæld et lavere niveau af de vigtige fedtsyrer 
som DHA, som kun er kun7% sammenlignet med 23 - 32% i copepoder. Derudover er rotifers 
fedtsyre forhold DHA /EPA lavt i forhold til copepoder. Det er vigtigt at have et højt fedtsyre 
forhold DNA/EPA i fiskefoder, da det producerer en bedre fiskekvalitet (Drillet et al. 2006b).   
Copepoder anvendes allerede i semi-ekstensivt både i industrien og som fiskefoder i akvakultur 
fiskedamme. Resultaterne fra bæredygtige, intensive produktioner der har anvendt copepoder 
som foder, har indtil videre vist sig at være lovende, særligt indenfor produktionsmetoderne. 
Udfordringen har været opbevaringen af copepoder i forbindelse med fiskeopdrættet (Drillet et al. 
2011). 
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Copepode æg 
En af fordele ved copepoder, er at deres æg kan komme i en tilstand af quiescence1, hvilket 
betyder at ægget går i dvale under ugunstige miljøforhold og dermed stopper også embryogenese-
processen (Drillet et al. 2006a). Hvis man kunne fremtvinge quiescence tilstand på copepode æg, 
ved manipulere miljøforholdene omkring æggene, kan man potentielt kontrollere hvornår æggene 
kommer ud af quiescence tilstand igen. På den måde kunne man lagre æggene i lange perioder, til 
fordel for transporten og anvendelsen i fiskeopdrættet. Når der så er brug for copepoder i nauplii 
størrelsen som fiske foder, så kan man udklække æggene inden for få dage, ved at ændre 
miljøforholdene til at være gunstige for ægudklækning. Dermed kan man nogenlunde kontrollere 
start-foderings tidspunktet af diverse fiskelarver. Det er en vigtigt proces at kunne kontrollere, da 
når fiskelarverne udklækkes, skal de have føde relativt hurtigt for at undgå at de dør (José 
Zambonino, 2001).  
Copepodernes æg kan opdeles i flere kategorier: 
Subitaneous æg klækkes umiddelbart efter gydningen under optimale betingelser. Som allerede 
nævnt, er æggene hos nogle arter dog hos nogle arter dog i stand til at stoppe udviklingen og går i 
en quiescence fase, hvis de miljømæssige forhold er uegnede. (Drillet et al. 2006a).   
Diapause æg er en anden dvalefase, men som er en maternalt styret refraktærperiode, hvor 
udklækning ikke er muligt, også selvom de miljømæssige forhold er egnede. Efter afslutning af 
refraktær periode, kan æggene klækkes ved gode miljømæssige forhold eller forblive hvilende, ved 
uegnede forhold (Drillet et al. 2006a).  
Et tredje kategori af hvilestadier for æggene, omtales som forsinkede rugeæg, delayed hatching 
eggs (DHE). De hører ikke til nogen af de ovennævnte kategorier, fordi klækning er ikke hurtig nok 
til at være æg som subitaneous æg og den refraktæreperioden ikke er lang nok til at kategorisere 
æggene som diapause æg (Drillet et al. 2011).  
Cold storage 
Acardia tonse (Dana) er en af de copepode arter, hvor man har fremtvunget quienscence tilstand 
hos dens æg (Drillet et al. 2011). Det er en skandinavisk art, som man har forsket i på siden 1981 
på Roskilde Universitets Center (RUC) (Støttrup et al. 1986). Når Acartia tonsa lægger dens æg om 
efterår, er miljøbetingelserne så dårlige, at ægget falder fra den pelagiske vandsøjle, ned i 
sedimentet og går i quiescence tilstande. Når foråret kommet med bedre miljøbetingelserne, 
hvilket vil sige varmere temperaturer og højere iltindhold (Tarja Katajisto), udklækkes ægget og 
                                                          
1 Quiescence kan defineres som en hæmning af udviklingen på grund af ugunstige forhold (Danks, 1987). Quiescence er 
en afbrydelse af embryogenese og derfor antages det også stopper transkriptionen i cellen og reduceret proteinsyntese 
og dermed stofskiftet (Hofmann og Hand, 1994; Stuart og Brown, 2006). Quiescence kan induceres i copepode æg 
under ugunstige forhold. Pludselige ændringer i saltindhold (Holmstrup et al, 2006; Højgaard et al, 2008) ( Drillet et al, 
2006), lave temperaturer og anoxi (. Holmstrup et al, 2006;. Nielsen et al, 2006) har vist sig at inducere hviletilstand for 
at gemme A. tonsa æg over tid. (Nilson et. al. 2013 side XX). 
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den udklækkede nauplii svømmer tilbage i den pelagiske vandsøjle. Det har vist sig at æggene kan 
ligge i dvale i årevis, før de udklækkes (Tarja Katajisto).  
Man har undersøgt quiescence æg af Acartia tonsa, for hvorvidt de kan opbevares i perioder op til 
35 uger ved forskellige temperaturer, saltindhold og iltforhold (Holmstrup et al. 2006). De mest 
lovende opbevaringsbetingelser var dem, der involverede lave temperatur under 5 ° C, et medium 
saltindhold på 10-20 ppt. Eksperimentet viste, at lav temperatur og iltfrie forhold er de bedste 
betingelser for opbevaring. (Holmstrup et al. 2006)  
Meget tyder på at hvis man skal aktivere quiescence i copepode æg, har iltforholdene meget at 
sige, samt at æggene skal være nedkølet med nogle få grader. En anden meget vigtig 
miljøbetingelse for biologiske organismer er pH-værdierne.  
Iltforbrug 
Iltforbrug af copepodernes æg 
Der er tidligere blevet undersøgt hvilken indflydelse iltforbruget har på copepode æg (Pernille 
Nielsen et al., 2007). Respirationen i et æg afspejler de metaboliske processer der foregår i ægget, 
hvor organiske forbindelser nedbrydes og omdannes til andre biokemiske produkter, og i den 
proces frigives der energi (Canfield D.E. et al. 2005, s. 83). Disse processer og det nødvendige 
energiforbrug kan derfor estimeres ved at kende iltforbruget. Der er dog en del livsprocesser, hvor 
et kendt iltforbrug ikke hænger sammen med den frigivede energi, som f.eks. hos anaerobe 
bakterier (Canfield D.E. et al. 2005, s. 90 – 93).  
Størrelsen af energiforbrug i ægget er afgørende i de miljøer, hvor iltmængden er lille. Æggets 
overlevelse afhænger af æggets lagrede energiindhold og den metaboliske hastighed, der 
forbruger æggets energireserver under embryogenese. Iltforbrug forbruget har vist sig at være 
vanskelig at måle på grund af æggenes lille størrelse og derfor meget lave iltoptagelse (Pernille 
Nielsen et al., 2007). En af de mest almindelige metoder, ved små iltkoncentrationer, er Winkler 
titrering eller små gennemstrømning kamre, hvor der anvendes en polarografisk iltsensor til 
løbende at overvåge nedgangen i iltforbruget over tid (Pernille Nielsen et al., 2007). Begge to 
metoder kræver et stort antal æg og en måling over længere tid for at kunne opnå den 
nødvendige reduktion i iltkoncentrationer (Pernille Nielsen et al., 2007, introduktion). Målinger 
med et stort antal æg kan dog udgøre et problem, da ilten skal diffuseres gennem en stor mængde 
af æg, for at nå ind til de æg der ligger i centrum. Æggene ligger meget tæt, så derfor er der kamp 
om den ilt der er tilstede, hvilket kan medføre iltmangel for de æg der ligger i centrum (Pernille 
Nielsen et al., 2007, diskussion). Det vil betyde at iltforbruget ikke vil estimeres korrekt, da 
iltdiffusionen ikke kan opfylde iltforbruget for de æg, der ligger i centrum. Derfor kan det være en 
fordel at måle på et enkelt æg. Når man måler iltforbruget på få æg og endog på et enkelt æg, kan 
man gøre brug af et nanorepirometer2 
                                                          
2 http://www.unisense.com/files/PDF/Produktark/NanoRespiration%20System.pdf 
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Et nanorespirometer kan måle iltforbruget i real time, forstået sådan at man måle ilt diffusionen 
over en afstand til ægget med flere målepunkter, og bruger Ficks første lov om diffusion3. Studier 
har målt iltforbruget ved forskellige temperatur og aldre på copepode æg (Pernille Nielsen et al., 
2007, metode). Den gennemsnitlige ± SD for den specifikke iltforbrug rate for et æg var 0,10 ± 
0,004 og 0,23 ± 0,02 nmol O2/ æg/ time ved henholdsvis 10 og 17 C. Der blev målt både på et og 
flere æg og resultaterne var meget ens, uanset antallet af æg i brønden. (Pernille Nielsen et al., 
2007, resultat). 
Iltforbrugs raten ændrede sig ikke meget i løbet af de første 24 timer af embryogenesen (Pernille 
Nielsen et al., 2007). Når embryonerne var omkring 24 timer gamle, blev der observeret en 
stigning i iltforbruget. Det er i overensstemmelse med den generelle opfattelse, at iltforbrug stiger 
under fosterudviklingen. Generelt observerede man det højeste iltforbrugs forbrug ved klækning, 
som blev efterfulgt af et hurtigt fald i iltforbruget, hvilket afspejler udklækning og at nauplii'erne 
svømmer op til overfladen af vandsøjlen (Pernille Nielsen et al., 2007, diskussion). 
 
Energiforbrænding under embryogenese 
Sammensætningen af et copepode æg kan opdeles i de tre vigtigste biokemiske bestanddele, fedt 
syre, proteiner og kulhydrater, med den respektive andele: 35, 55 og 5% af tørvægten. Denne 
sammensætning resulterer i et energi indhold på 23.72 J/mg tørvægt. Tørvægt for et A. tonsa æg 
er målt  
til 117 ± 14,9 ng, som fører til et totalt indhold af energi 2,78 ± 0,35 mJ (Pernille Nielsen et al., 
2007. diskusion). En del af denne samlede energi, vil forbrændes under embryogenesen, så den 
samlede energimængde er faldet i nauplii, når den udklækkes. Det hænger også sammen med 
Drillets resultater af klækning af Acartia tonsa æg, hvor en biokemisk analyse der blev udført på A. 
tonsa æg og deres nauplii`er, viser at tørvægten på æggene var mere end to gange højere end i 
nauplii (117 ng DW sammenlignet med 47,9 ng DW) (Drillet et al. 2006. Biochemical, resulter).  
pH-værdier i havvand 
Når CO2 frigives i havvand, sker der en ligevægtstilstand i overfladen mellem havvand og luft med 
CO2, ifølge Henry`s lov, hvor A er gas konstanten: 
        Hvor Keq er:           
CO2-gassen reagerer med H2O så det danner diprote carbonsyre (H2CO3), som derefter kan 
dissociere ved at tabe hydrogenioner (H+) til dannelse af bicarbonat (HCO3-) og videre til carbonat 
(CO32-) ioner.  
                                                          
3 https://en.wikipedia.org/wiki/Fick%27s_laws_of_diffusion 
AHA
eq
PKP
RT
K
aqA )(
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Reaktionen for denne proces er en del af bicarbonatsystemet og foregår således: 
𝐶𝑂2 + 𝐻2𝑂 ↔ 𝐻2𝐶𝑂3 ↔ 𝐻
+ + 𝐻𝐶𝑂3
− ↔ 2𝐻+ + 𝐶𝑂3
− − 
Havvandets reaktioner er reversible og danner ligevægt mellem reaktanter og produkter, hvilket 
betyder at reaktionen kan forløbe begge veje. Med pH på ca. 8.1, er ca. 90% af det uorganisk 
kulstof bikarbonat-ion, 9% karbonat-ion, og kun 1% opløses CO2 (Stumm & Morgan,1981). Når der 
tilføjelse CO2 til havvand vil reaktionen forløbe sig mod højre, på grund af den ekstra CO2 
koncentrationen, og dermed vil også bikarbonat og brint ionkoncentrationer stige; sidstnævnte 
sænker pH, fordi pH = -log10 [H+]. Modsat vil karbonat-ion koncentration falder, på grund af den 
stigende H+ koncentrationer og herfra vil reaktionen forløbe sig mod venstre. På figur 2 kan man 
se, hvordan reaktionsligningen fungerer som en buffer. PH-værdien ligger alt efter, hvordan 
ligevægten indfinder sig. Man ser, at ved en forøgelse af CO2, vil pH-værdier bevæge sig under pH 
8,4 er ligevægten er forskudt mod venstre. Ved tilførelse af CO32-, vil pH-værdien bevæge sig mod 
højre. 
 
Figur 2. 
Bicarbonatsystemet bliver også påvirket af fotosyntese og respiration, så det ændrer pH-værdi, men 
da systemet fungerer som en buffer, skal der en del mol ændringer til. Fotosyntese gør to ting: 1) I 
fotosyntesen optages CO2, der som nævnt havde en effekt på surheden (Stumm & Morgan,1981), 
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2) for hver 106 mol CO2, der er blevet optaget, vil der optages 18 mol H+-ioner og pH-værdien vil 
stige (Stumm & Morgan,1981).  
Respirationen forsager den modsatte reaktion, her frigøres der både CO2 og H+-ioner. Under 
respirationen vil pH-værdien i vandet falde.  
Det overskydende CO32- binder sig til andre kationer, som for eksempel Ca2+ ioner, hvilket danner 
CaCO3, som lægger sig i sedimentet. 
CaCO3 opløsningsprodukt (Ksp)4 varierer alt efter mætningstilstanden i havvandet, men har også 
indflydelse på bicarbonat-buffersystemet. Hvis mætningsstilstand ikke er nået, vil der bindes mere 
CaCO3 og buffer systemet vil forløbe mod højre og skabe en højere pH-værdi og dermed et mere 
basisk miljø. Ved en nitrifikation og sulfid oxidation vil pH-værdien sænkes og der bliver bundet 
mere CaCO3, og det modsatte som denitrifikation, og sulfatreduktion vil opløse CaCO3 og dermed 
hæves pH-værdien. (D. E. Canfield, et al. (2005) side 171).  
  
De bakterielle forhold påvirkning på overlevelse 
Bakterier er chemotrophe (ikke lysenergi, men kemisk energi), afhængig af hvilken elektron 
donatorer elektrontransportkæden5 bruger (organisk eller uorganisk) er de enten organotroph 
eller lithotroph og til sidst, hvordan optages karbon, er det CO2 eller er det organisk-karbon kaldes 
hhv. autotroph eller heterotroph (D. E. Canfield, et al. (2005) side 94). F. eks vil en 
chemolithoautotroph få dens energi gennem kemiske processer, hvor elektron donatoren er 
uorganisk og den optager karbon gennem CO2. Hvis der er bakterier af typen 
chemolithoautotroph, vil de kunne være med til at CO2, der produceres i opløsningen ved almenlig 
respiration. 
Litteraturen giver eksempler på en slags symbiose mellem bakterier og copepoder. Viser bakterier 
har betydning overlevelse og vækst af copepoder, f.eks. Vibrio Cholerae (A Huq et al. 1983). 
 
Problemformulering 
I dette projekt undersøges, hvordan jeg kan forbedre overlevelses – og klækningsprocenten for 
copepode æg under ”cold storage” kan forbedres. Copepoden, Acartia tonsa, anvendes som 
modelsystem. Der er tidligere lavet flere forsøg med Acartia tonsa, hvor hensigten var at øge 
overlevelse – og klækningsprocenten. Der er dog ikke tidligere lavet større undersøgelser med 
stabilisering af pH-værdien. I dette projekt anvendes borsyre –og borat buffer, for at fast holde en 
pH-værdi omkring 8,7 og undersøge effekten af dette. Ved at bruge en ekstra buffer, 
borsyre/borat, øges bufferkapaciteten, for bedre at kunne håndtere et eventuelt fald i pH-
                                                          
4 Stoffets opløsningsprodukt 
5 Elektrontransportkæden danner ATP ved elektron donatorer og protons H+  
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værdien. Et fald i pH-værdien ville være sandsynligt, da der stadigvæk er metaboliske processer 
tilstede, i form af æggenes (meget lave) embryogenese og de bakterier, der er i opløsningen.  
Udover undersøge pH-værdien, måles også iltforbruget, da den kan have påvirkningen på pH-
værdien. I dette projekt undersøges derfor både overlevelsesprocenten ved forskellige starts-
iltkoncentrationer og med manipuleret pH-værdi. Lavt iltindhold er en af de faktorer der er med til 
at sætte copepode æggene i quiescence tilstand, men vil overlevelsesraten forøges, hvis man 
fjernede iltindholdet i de beholder, som copepode æggene skulle opbevares i? Det er ud fra den 
tanke at der er ilt tilstede i havvandet, når beholderne lukkes med copepode æggene. 
Når jeg ændre på ilt - og pH forholdende, er det også min hypotese at man vil se en ændring i de 
bakterier der er tilstede, ved et organisk materiale som copepode æggene. Har bakterier 
forholdende en indflydelse på overlevelse – og klækningsprocenten? Og vil de ændrede 
miljøforhold også komme til udtryk i et ændrede bakterier forhold og derved give et muligt udtryk 
for hvilket givende miljømæssige forhold, der er gode for copepode æggene?      
Mit hovedspørgsmål til projektet er: 
Kan man forbedre overlevelsesprocenten af cold storage for copepode, Acartia tonsa, æg.  
For at kunne svare på det, vil jeg undersøge disse to underpunkter: 
1. Effekten af iltindholdet og manipuleret pH-værdi på æggens overlevelsesprocent. 
2. Mikrobiel diversitet og påvirkning af cold storage på copepode æg. 
Hypoteser til underpunkter: 
1. En faldende pH-værdi vil have indflydelse på æggenes overlevelses. Ved en større respiration, vil 
der dannes mere CO2 og derved påvirke pH-værdien nedad. I et naturligt havmiljø vil CO2-trykket 
udlignes, men det er ikke muligt med beholder på et laborator. Det betyder også at et stort 
iltforbrug vil påvirke æggenes overlevelsesevne negativt. 
2. Der ses en ændring i bakterie abundance og kvalitet over tid med forsøget og som vil have en 
indflydelse på copepode æggenes overlevelse. 
 
Til diskussion: Har de bakterielle forhold en indflydelse på overlevelse – og klækningsprocenten? Og vil de 
ændrede miljøforhold også komme til udtryk i et ændrede bakterier forhold og derved give et muligt udtryk 
for hvilket givende miljømæssige forhold, der er gode for copepode æggene?  
Projektoversigt 
Projektet er delt op i to dele, der hver repræsentere, hver sin del af de to underpunkter i 
problemformuleringen. Herunder ridses forløbet og metoden op, hvorefter det i det efterfølgende 
metode afsnit vil blive beskrevet i detajler. 
Den første del, hvor effekten af iltindhold og den manipulerede pH-værdi på copepode æggene, vil 
blive undersøgt i kombination med de to miljøfaktorer af ilt og pH. Effekten af iltindhold 
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betydning, undersøges ved at fjerne ilten i prøven ved gennemboble opløsningen med nitrogen. 
Der vil laves 4 forskellige prøver, listet herunder: 
1. Kontrollen, her er ingen ændring af iltforholdende og pH. 
2. Prøve, hvor iltindholdet er undertrykket af nitrogen gennembobling, inden prøven lukkes. 
3. Prøve, hvor iltindholdet er undertrykket af nitrogen gennembobling og tilsat borsyre –og 
borat buffer, inden prøven lukkes. 
4. Prøve, hvor der tilsat borsyre – og borat buffer. 
I de 4 ovennævnte prøver, bliver æggene renset for snavs, ved hjælp af en vandstråle under tryk. 
Der laves en femte prøve, hvor æggene ikke bliver renset for snavs og andet biologisk materiale, 
men tværtimod forsøges der at samles og bevares så meget biologisk materiale omkring æggene. 
Dette gøres for at se om den mikrobielle effekt på æggene, gør en forskel ved bevare en del af det 
biologiske materiale. Denne prøve bliver behandlet, uden ændringer af iltforhold og pH.  
Alle 5 prøver bliver sat på køl og uden påvirkning af lys. Der bliver målt iltprocent og pH-værdi på 
alle prøverne til en bestemt tid, hvorefter de opløsningen hældes i petriskåle og sat til udklækning 
ved 17 °C i 72 timer. Allerede inden prøverne bliver sat på køl, tages de første målinger på de 
første prøver til tiden 0. Herefter vil hver prøve have en tid, hvor der skal tages iltprocent, pH-
værdi, udklækningsprocent og en overlevelsesrate af æggene ved udklæknings tidpunktet.  
Ud over målingerne på ilt, pH, udklækningsprocent og overlevelsesrate, bliver nogle af prøverne 
også udtaget til undersøgelse af mikrobiel diversitet. I dette projekt bruges DAPI og PCR.  
Mikrobiel diversitet 
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) som er et fluorescerende stof der binder sig stærkt til A-T 
baserne i DNA`et. Gennem et fluorescensmikroskopi lyser farven op på det bundet DNA. Da DAPI 
både sætter sig på alt det DNA og RNA, der er opløsningen, ville det kunne give en ide om hvor 
mange bakterie, der er til stede og prøverne kunne sammenlignes, men man ved ikke hvilken type 
bakterie eller for den sags skyld, om det er bakterie.  
For at analysere bakteriens DNA-sekvenser, anvendes Illumina miseq, hvor de bakretielle DNA-
sekvenser sammenlignes med dens database. Med analyse af hvilken bakterier, der er i prøverne, 
er det muligt at undersøge om bakterie sammensætningen kan have en betydning for copepode 
æggenes dvalestadie.     
Måling af iltprocent 
Ved måling af iltprocent, bruges en oxygen mikrosensor (elektrode) der måler iltmolekylerne 
passage gennem en membran, hvor dens spænding måles. Det er et relativt tal, som skal forholdes 
til en 0- og 100% iltmætning. Ved at kende 0- og 100% iltmætning, omregnes den målte spænding 
til iltprocent. 
Den gennemsnitlige iltprocent for en bestemt tid plottes ind i et koordinatsystem, så iltprocenten 
kan vurderes over tiden. 
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Måling af pH. 
Til dette projekt bruges en pH-elektrode, der skal kalibreres før brug. Ligesom med iltprocenterne, 
plottes den gennemsnitlige pH-værdi ind for en bestemt tid, så de kan vurderes over tid. 
Udklækningsprocenten og æggenes overlevelsesrate 
 Udklækningsprocenten udregnes efter hvor mange æg og naupliier, der er i en prøve. Disse 
procenter plottes ligeledes ind i et koordinatsystem over tid, som er gennemsnittet af 
replikationer. Samtidigt tælles antallet af æg og sættes ind i et søjlediagram, så man over tid kan 
se, om der er fald i æggene.  
Analyse af copepode æggene overlevelse og udklækningsprocent 
Ved at sammenligne de forskellige koordinatsystemer over tid, vil man kunne se, hvilke 
miljøforhold, der er de bedste betingelser for udklækning af æggene og også for æggenes 
overlevelse. 
Ved hjælp af analyse af PCR og DAPI, vil det muligvis vise, hvilke bakterier der er tilstede under 
gode miljøbetingelser og mindre gode miljøbetingelser. 
 
Metode 
Materiale  
Til alle behandlinger anvendes 1,7 ml eppendorf-rør.   
Havvandet fra RUCs opbevaringstanke, som filteret gennem 0,2 mm filter. Vandet har et 
saltindhold på ca. 30 ppt. PH- værdien ligger omkring 8,7. 
Buffer: bufferen er blandet med 75g borsyre, 60g borax, og opløst det i 400 ml 0,2 filtret saltvand, 
hvor 22,6 % var købt mineralvand. Opløsningen er blevet indstillet med ½ ml 5M NaOH 
natriumhydroxid til en pH på 8,67. Saltindholdet er 30 ppt. 
Iltmåler: anvendes en unisense oxygen mikrosensor med en dysestørrelser på kun 20-30 um, der 
er designet til at måle i opløsninger. Princippet af oxygen mikrosensor er baseret på diffusion af 
oxygen gennem en siliconemembran til en oxygen reducere katoden. Den reducerende katode er 
polariseret mod en intern Ag / AgCl anode. Ilt Mikrosensoren har en katode, der fjerner oxygen i 
elektrolytten, hvilket minimerer nul-strøm og pre-polarisation tid. Det resulter i at sensorens 
signaler er i picoampere og kan måles på et Unisense Mikrosensor multimeter6. Ved brugen af 
mikro sensoren skal man måle en opløsning der er tæt på 0 % ilt mætting og en 100 % ilt mætting. 
PH måler: PH-elektrode, der skal kalibreres. 
Rystebord til skal skabe en bevægelse i prøverne, så ilt-koncentrationen er ens i prøven. 
                                                          
6http://www.unisense.com/O2/  
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Nitrogen gas: Til gennembobling af de prøver, der skal have en ilt-koncentration, som er tæt på 0.  
Alminelig akvarium pumpe til ilt-forøgelse i saltvand, når prøverne til udklækning.   
Beregne iltforbruget 
Med oxygen mikrosensor måles iltprocenten i forhold til en 0% ilt-opløsning og en 100% ilt-
opløsning. Der er målt på iltforbrug i Pernille Nielsens artikel,  med et iltforbrug 0,10 ± 0,004 og 
0,23 ± 0,02 nmol O2/ æg/ time ved henholdsvis 10 og 17 C, Så kan man nogenlunde regne ud, hvor 
stort iltforbrugs raten er i en beholder med et kendt antal A. tonsa æg i. Når man ved at 
energimængden er ca. 2,78 ± 0,35 mJ i et subitaneous æg og kender den respektive andele af fedt 
syre, proteiner og kulhydrater på henholdsvis 35, 55 og 5% af tørvægten, så kan man også 
nogenlunde udregne, hvornår ægget er tømt for energi (se udregningen herunder).  
 Iltforbruget i dette projekt skal beregnes og sammenlignes med de ovenstående målte 
iltprocenter, der er målt på subitaneous æg. Iltforbruget på quiescence æg, skal gerne være meget 
lavere. En mulighed er at måle pH-værdiens fald over en periode og skønne at faldet i pH-værdien 
skyldes levende organisme i opløsningen fortager en respiration, hvor til der produceres CO2. CO2 
konverseres til O2, som gøres efter nedenstående beregning. 
Brændværdien af kulhydrater er 17,2 KJ/g (sammenregning af glukose på 16 KJ/g og glykogen på 
17,7 KJ). Den kemiske reaktion med er: 
C6H12O6 + 6 O2 + 30 eller 32 ADP + 30 eller 32 Pi → 6 CO2 + 6 H2O + 30 eller 32 ATP + varme 
(RQ = 6 CO2 / 6 O2 = 1)7 
Brændværdien af fedt er 39,4 KJ/g, hvor den kemiske reaktion med ilt er (Bente Schibye og Klaus 
Klausen (1998) side 130: 
C15H12COOH + 23 O2 + 106 ADP + 106 Pi → 16 CO2 + 16 H2O + 106 ATP + varme 
(RQ = 16 CO2 / 23 O2 = 0,7) 
Selvom fedt og kulhydrater har en forskellige brændværdier, gør den store forskel på forbruget af 
ilt, at et gram fedt og et gram kulhydrat, kræver næsten den samme mængde ilt, 19,7 KJ/L ilt for 
fedt og 21 KJ/L ilt for kulhydrater. Det er anelse dyre i ilt, at forbrænde kulhydrater (Walter F. 
Boron og Emile L. Boulpaep. (2012) side 1231-1232).  
På grund respiration, der vil være tilstede i prøverne, produceres der en buffer, der kan 
understøtte buffersystemet i havvand.  
Borat -og borsyre buffer 
Borsyre og borat er den mest brugte buffer løsninger i saltvandakvarium og især akvarium med 
koraller, da koraller optager en del CaCO3 og skaber et basisk miljø. Borsyre og borat er med til at 
                                                          
7 Respirations kvotient som er forholdet mellem mol af produceret CO2 og mol af optaget O2 
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stabilisere disse pH ændringer. Ulempen med borsyre og borat er at de kan være skadelige for en 
række organismer, især marine organismer.8 Når der fremover i projektet omtales en buffer, er 
det med henvisning til borsyre - og borat buffersystemet.  
 
I naturlig havvand er bor er til stede med ca. 0,41 mM (4,4 ppm er total bor) og tager to forskellige 
kemiske former. Borsyre B(OH)3, består af en central boratom og tre hydroxylgrupper er anbragt i 
en trekant omkring boratomet. Den anden form er borat, B(OH)4-  som består af et centralt 
boratom og fire hydroxylgrupper der er anbragt i en tetraeder. Borat er med en enkelt negativ 
ladning, mens borsyre er neutral. Disse to molekyle-modeller danner en kemisk ligevægt med 
hinanden i en opløsning (Randy Holmes-farley, 2002). 
Som allerede nævnt, er den mest almindeligt kendte egenskab ved dette borsyre -og 
boratsystemet, dets evne som buffer mod pH-ændringer. Den nøjagtige procentdel af borsyre og 
borat i ethvert vandigt system er afhængig af pH. PKa9 af borsyre i saltvand er ca. 8,55, afhængigt 
af temperaturen og om fordelingen er ligeligt repræsenteret for både borsyre og borat. Ved lavere 
pH-værdier er der mere borsyre end borat (Randy Holmes-farley, 2002). 
 
De følgende ligninger herunder forklarer, hvorfor borsyre og borat tilsammen danner et 
buffersystem.  
Borsyre ioniseres ved at acceptere et hydroxid ion (og dermed et elektronpar) fra vand, snarere 
end ved at donere H +. Dette gør det en Lewis-syre: 
B(OH)3 + H2O ↔ B(OH)4- + H+ 
Tetrahydroxy borat ion reagerer med hydrogen ionerne: 
4B(OH)4- + 2H+ ↔ B4O72- + 9H2O 
Vi ender med en tetraborat ion, som en Lewis syre. Tetraborat ionen, B4 O72-, som forekommer 
ved en ionisering af borax (Na2B4O7). 
Den samlede ligning er derfor: 
4B(OH)3 + 4H2O ↔ 4B(OH)4- + 4H+ ↔ B4O72- + 9H2O + 2H+  
Hvis pH-værdien skulle begynde at stige, vil reaktionen bevæge sig mod højre og nogle af B(OH)3 
blive konverteret til B(OH)4-, som vil frigive en proton H+, de flere protoner H+ vil skubbe 
reaktionen mere mod højre og pH-værdien stabiliserer sig. Ligeledes, hvis pH-værdien skulle 
begynde at falde, vil reaktionen bevæge sig mod venstre og nogle af B(OH)4- blive konverteret til 
                                                          
8 http://www.advancedaquarist.com/2002/12/chemistry#section-4 
9 Syrestyrkekonstanten 
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B(OH)3, og optage en fri proton H+, da der er et fald fri proton H+, vil B4O7-2 og H2O konverteres 
B(OH)4-, og pH-værdien vil stabilisere sig. 
 
 
Der eksisterer en forbindelse i opløsning mellem tetraborat, tetrahydroxy borat og borsyre. Der 
skal bruges fire mol borsyre til dannelse af et mol B4 O72- i en opløsning. Forkorter man den 
ovenstående ligningen, får man: 
4 B(OH)3(aq) ↔ B4O72-(aq) + 9H2O + 2H+ 
Der er forskellige opskrifter på hvordan man laver en "boratpuffer". Der er den enkle hvor man 
blander borsyre B(OH)3 og NaOH: 
B(OH)3 + NaOH ↔ B(OH)4- + Na+ 
Eller ved anvende borax og HCl: 
Na2B4O7 * 10 H2O + 2HCl ↔ 4B(OH)3 + 2NaCL + 5 H2O 
Umiddelbart ser borsyre B(OH)3 og borax Na2B4O7 * 10H2O ikke ud til at være støkiometrisk10 
relaterede, men når vi opløser borsyre med NaOH, er det borax der krystalliseres ved 
fordampning. 
Borax molar masse er 6,2 gange større end borsyre: 
Borsyre molar masse: 61,83 g/mol 
Borax molar masse: 381,38 g/mol 
Der går 4 mol borsyre til 1 mol borax, så det er ca. 1 g borsyre til 1,5 g borax. (6,2 * ¼ = 1,55).    
Opblanding buffer 
Da det ønskes at få en så stor buffer-kapacitet, som muligt, blev bufferen opblandet med 75g 
borsyre og 60g borax opløst i 400 ml 0,2 filtret saltvand, hvor 22,6 % var købt mineralvand. 
Opløsningen blev indstillet med ½ ml 5M NaOH natriumhydroxid til en pH på 8,67. Saltindholdet 
var 30 ppt. Efter flere forsøg i laboratoriet, endte det endelige resultat på ønskede pH-værdi 8,7. 
                                                          
10 Støkiometrien er loven om massens konstans. Forholdet mellem de mængder, der indgår i 
en given reaktion, er altid det samme; dette kaldes loven om de konstante proportioner. 
http://denstoredanske.dk/It%2c_teknik_og_naturvidenskab/Kemi/Kemi_generelt/st%C3%B8k
iometri 
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Beregning af buffer og bufferkapacitet  
Bufferkapaciteten i boresyre –og borat systemet er udfordret af, at miljøet vil blive mere surt over 
tid. Det er hypotesen, at på grund af respiration i opløsningen, vil der udledes CO2. Og det er CO2 
der opløsningen mere surt (se pH-værdi i havvand). 
På grund af en forventet respiration i opløsningen, forventes det at der vil udledes CO2, hvilket gør 
at miljøet bliver mere surt over tid. Dette udfordrer bufferkapaciteten i borsyre- og 
boraxsystemet, og derskal derfor anvendes en base i opløsningen. 
Der er (75g / 61,83 mol/g) = 1,2 mol boresyre og (60g / 381,38 mol/g) = 0,16 mol borax i 400 ml. 
Da der går 4 mol boresyre til 1 mol borax i opløsningen, fordeler boresyre og borax sig med hhv. 
((1,2 + 0,16) / 5) 1,088 mol og 0,272 mol. Derefter blev der tilsat (5 mol / 1000 / 2) = 0,0025 mol 
NaOH, der er en base. Der tillægges borax, så den samlede base mængde ender på (0,272 + 
0,0025) = 0,2745 mol. 
Boresyre der reagerer med borax i en opløsning, har en pKa på 9,24.11 
Bufferligningen er følgende: pH = pKa + log [B]/[S] 
Derfor er log (0,2745/1,088) + 9,24 = 8,64 
Bufferkapaciteten for denne buffer, er inden for pKa -1 < pH < pKa +1. For at pH-værdien skal 
ændre sig + 1, skal ændringen være 10 gange mere syre i forhold til base. 
Beregning af bufferkapacitet: 
10 * (1,088 – x) = (0,2745 + x) 
10,88 – 10x = 0,2745 + x 
3,6 = x 
Der skal tilsættes 3,6 mol syre denne opløsning, for at bryde bufferkapaciteten. 
Da opløsningen er i 400 ml og skal opblandes med i æggene i alt 800 ml, blev bufferkapaciteten 3,6 
mol / 0,800 L = 4,5 mol/L. 
Design af forsøg med copepode æg 
Der fremstilles fem behandlinger, for at kombinere de to miljøkontrollerne, ilt og pH, og derudover 
have en behandling med ekstra biologisk materiale i opløsningen.  
Først blandes to behandlinger med og uden buffer, hvor den ene har en normal iltkoncentration i 
havvand, når vi lukker eppendorf-røret lukkes og den anden med så lav iltkoncentration, som 
muligt, når vi lukker eppendorf-røret lukkes. For at fjerne ilten fra saltvandet gennembobles det 
med nitrogen, inden saltvandet kommer på eppendorf-rør.  
                                                          
11 https://en.wikipedia.org/wiki/Boric_acid 
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Der er også to behandlinger med buffer, lavet på samme måde, som de behandlingerne uden 
buffer. 
Den sidste behandling indeholder ekstra organisk materiale, uden buffer behandling og med 
normal iltkoncentration. Nedenstående beskrivelse, viser de 5 behandlinger. 
1. Ingen gennembobling af nitrogen og ingen regulering af pH ved hjælp af buffer. Fungere 
som kontrol. (A) 
2. Gennembobling af nitrogen og ingen regulering af pH, ved hjælp af buffer. Ilteffekt (B) 
3. Ingen gennembobling af nitrogen og ingen regulering af pH ved en buffer på 8,3 pH – her 
er æggene ikke gennemskyllet, så der er stadig en del omgivende organist materiale 
omkring æggene. Slam(C) 
4. Ingen gennembobling af nitrogen og regulering af pH ved en buffer på 8,3 pH. (D)  
5. Gennembobling af nitrogen og regulering af pH, ved hjælp af buffet på 8,3 pH. Dette forsøg 
gennemføres over et døgn og afsluttes derefter. Ilteffekt og buffer(E) 
 
De fem behandlinger laves i 5 forskellige flasker, hvorfra der tages 10 replikationer til 12 tider fra 
hver flaske: efter hhv. 0, 6, 12, 24 og 72 timer. Herefter tages der replikationer efter 1, 2, 4, 8, 16, 
26 og 52 uger. I alt tages der (10*12) = 120 udtag til hver behandling. Alle udtag kommer på 1,7 ml 
eppendorf-rør. 
Behandling E gennemføres dog kun det første døgn, hvilket vil sige efter 0, 6, 12 og 24 timer, 
hvilket betyder at der kun skal laves (4*10) = 40 udtag. 
For at undersøge bakterie abundans, samt diversiteten i sammensætningen i prøverne over tid, 
blev der lavet prøver til PCR og DAPI. Til alle prøverne og tider, laves 3 replikationer til DAPI og 5 
replikationer til PCR. Det betyder at der skal laves yderligere ((5+3) * 12) = 96 udtag, og på 
behandling E opblandes der((5+3) * 4) 0 32 udtag til ekstra prøver. 
Det vil sige at der skal opblandes 216 udtages (120+96) fra hver behandling, undtagen prøverne E, 
hvor der kun opblandes 72 udtag (40 +32). Alle udtag kommes på 1,7 ml eppendorf-rør. 
Det skal opblandes (216*1.7) = 367,2 ml saltvand med æg til hver behandling, som rundes på til 
400 ml, med hensyn til 10% spild, når opløsningen skal rundt mellem forskellige beholder. 
Behandling E skal der kun opblandes (72 * 1.7) = 122,4 ml saltvand med æg, som rundes på til 135 
ml. I processen skal man hele tiden, være bevist om at fordele æggene ligeligt, så koncentrationen 
af æg er ens i alle eppendorf-rørene.  
Når alle eppendorf-rørene er fyldte, sættes de i kasser, som passer til hver af de tider udtagene er 
udført, med 18 rør af hver behandling, som svarer til antallet på de forskellige replikationer der 
skal udføres, og derudover prøver til DAPI og PCR. Herefter sætte de på køl og rystebord, som skal 
sørge for at iltkoncentrationen er ens i eppendorf-rørene, da æggene ellers lægger sig på bunden.   
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Billedet 1 viser en rød holder og 11 kasser, der repræsentere de 12 tider. 18 sorte prøver er A. 18 røde prøver er B. 18 
grønne prøver er C. 18 blå prøver er D. Den røde holder og de første 3 kasser har 10 lilla prøver, som er E. 
Fremgangs metode til færdig forsøgsdesign 
Copepode æggene (A. tonsa) kommer fra ved Roskilde Universitet (RUC), og anvendes til 
adskillelige eksperimenter. Disse æg er blevet produceret indendørs af Acartia tonsa, gennem de 
sidste mange år og fodret med alger, R. salina. Copepoderne bliver holdt i cylindriske tanke, i 
mørke, med 0,2 mm filtreret havvand (30 ppt) med gennembubling med luftsten. Tankene er i et 
17 C walk-in clima room. De dagligt producerede æg bliver skyllet med havvand og opbevares i 
lukket reagensglas i mørke ved 2 - 3 C. 
Copepode æggene høstes om morgen, ved at bruge en hævert, hvormed æggene suges op fra 
bunden af tanken, som copepoderne er opbevaret i. Det opsamlede havvand filtereres gennem to 
filter, på henholdsvis 125 nm og 70 nm og derefter samles det filtede havvand i en større 
beholder, som får lov at stå uden påvirkning, så organisk materiale kan bundfælde sig. 125 nm 
filteret skal opfange voksne copepoder og store nauplii`er. 70 nm filteret opsamler æggene, som 
hældes i en 50 ml beholder.  
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Da der både skal bruges prøver med rensede æg og æg med andet organisk materiale, opdeles 
æggene i to 50 ml beholder, inden rensningen af de øvrige æg. Inden opløsningen deles i to 
beholdere, rystes jeg beholderen med æggene godt, for at opnå en ligelig fordeling af æggene. 23 
% hældes op til den beholder med æg og andet organisk materiale og 77 % i den beholder, hvor 
æggene skal være renset. (400/(400 *4 + 135)) * 100 = 23 % (se tallene i Det første design af 
forsøget). 
3Vandet i beholderen med de æg, der skal renses, hældes gennem to filtre på 70 nm og 53 nm og 
æggene spules med 0,2 mm saltvand til de skifter til farven blå, derefter skylles æggene både fra 
filtrene 53 nm og 70 nm, over i en beholder, som fyldes op med frisk 0,2 saltvand til der nås en 
mængden på (400*3 + 135) = 1335 ml, så derefter halveres til 667,5 ml. (Nogle af æggene blive 
skubbet igennem 70 nm filtre når æggene spules, derfor renses det også igennem 53 nm filtret og 
æggene skylles ned i beholderen. Grunden til at mængden halveres til 667,5 ml, er at der skal 
bruges buffer i nogle af behandlingerne og det kræver at æggekoncentrationen er dobbelt så stor, 
for at den totale mængde opløsning er den samme, både i opløsning med buffer og den uden 
buffer, samtidigt med at koncentrationen af æg er den samme i de to opløsninger. 
Beholderen med de ikke renset æg, hældes over i en ny beholder og fyldes op med det saltvand, 
som kommer fra opsugningen fra tankene med copepoderne og hvor det organiske materiale har 
bundfældet sig. Forsigtigt hældes det overskydende vand fra, så koncentrationen af organisk 
materiale er så stor som muligt. Den beholder/flaske rummer 400 ml. 
Fra hver beholder tages 10 udtag på 1 ml og antallet af æg tælles, for at nogenlunde kende 
koncentrationen af æg i hvert eppendorf-rør (koncentrationen af æg i den beholder med renset 
æg er dobbelt så stor og skal halveres).  
I alt opblandes 5 flasker med de 5 forskellige behandlinger og hvor koncentrationen af æg er 
ligeligt fordelt. 
I den anden beholder med rensede æg, laves 2 nye flasker på 400 ml, hvor der tilsættes 400 ml 
friskt saltvand og 267,5 ml. Derefter tilsættes 267,5 ml buffer opløsning. Inden opløsningen deles i 
to flasker, rystes beholderen godt, så æggene er fordelt ligeligt i opløsningen. 
Der er nu lavet 3 flasker med:   
1. 800 ml saltvand med æg uden buffer. 
2. 535 ml saltvand med æg og buffer. 
3. 400 ml saltvand med æg, samt andet organisk materiale (som kaldes for C).                                    
 
Flaske 1 gennemrystes grundigt, og deles i to flasker: 
 400 ml med ingen gennembobling med nitrogen (kaldes for A). 
 400 ml med gennembobling med nitrogen (kaldes for B). 
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Flaske 2 gennemrystes grundigt, og deles også i to flasker:             
 400 ml med ingen gennembobling med nitrogen (kaldes for D). 
 135 ml med gennembobling med nitrogen (kaldes for E) 
 
Flaske 3 deles ikke, men kaldes for C. 
 
Når de 5 flasker skal fordeles ud i eppendorf-rørene, hældes indholdet ud i et stort bægerglas, som 
sættes på rystebord, så der hele tiden er bevægelse i opløsningen: dette gør at æggene bliver 
fordelt ligeligt i eppendorf-rørene. I de behandlinger, der kræver at der ingen ilt  er tilstede 
(behandling B og E), lægges der en luftsten i bægerglasset og opløsningen gennembobles med 
nitrogen. 
Når alle (216*4+72) = 936 eppendorf-rør er lavet og sat på køl, Tages de første prøver til tiden 0. 
Der laves målinger med ilt mikrosensoren, hvorfra man kan beregne en gennemsnitlig ilt procent 
af de 10 replikationer. 
Derefter laves man en pH-måling, hvor de beregnes en gennemsnitlig pH-værdi på de 10 
replikationer. 
Det 3 og 5 eppendorf-rør til henholdsvis DAPI og PCR, tages fra senere behandlinger (se 
henholdsvis metode og analyse af DAPI og PCR). 
De eppendorf-rør der er målt ilt og pH på, hældes op i hver sin petriskåle, og sættes i et klimarum 
på 17 C. Her skal de stå i 72 timer, til udklækning). Efter de 72 timer, fikseres de med farvestoffet 
lugon (nauplii`erne og æggene er nemmere at tælle og farven gør dem tydeligere). Her tælles 
både æggene og nauplii`erne, for at udregne klække procenten og det samlede antal af æg og 
nauplii`er. 
 
Problemer i metoden  
Efter nogle ilt-målinger, viste det sig at eppendorf-rørene er meget hurtigt gennemtrængelige for 
gas og inden for få timer havde de en iltprocent over 100 procent (se tabel 1). Da iltprocenten er 
over 100 procent, må der også være andre faktorer, der skaber den høje iltprocent, men hvilket er 
uklart. Denne store gennemtrængelig for gas, samt en meget høj ilt procent, gør det ikke muligt at 
estimere et iltforbrug i eppendorf-røret. Efter 2 dage blev det besluttet at skabe en yderligere 
forskel på A og B, for at undgå ilten trængte gennem på B´s eppendorf-rør. Behandling B kom på 
glasflasker med fræset glaslåg og i en væske, der var gennemboblet med nitrogen. Denne ændring 
skulle også fungere som et pilot-forsøg, for se om det havde den ønskede effekt. 
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Billede 2 
 Start pa Start pa Start pa 3 t. senere 3 t. senere 3 t. senere 
100% ilt 234 234 234 235 235 236 
0% ilt 0,04 0,05 0,05 0,02 0,03 0,03 
Eppendorf 100% 256 256 256 303 301 299 
Eppendorf 100% 261 260 261 308 309 304 
Eppendorf 0% 0,64 0,64 0,66 263 264 266 
Eppendorf 0% 0,33 0,41 0,42 233 232 233 
Tabel 1 viser en 100 % ilt mætning og en 0% ilt mætning. Herefter fyldes begge ilt mætning på 2 
sæt eppendorf-rør og måles med det samme. Allerede her har de to eppendorf-rør med 100% ilt 
mætning, mere end 100 %. Det samme er gældende for 0 % ilt mætning, når den kommer på 
eppendorf-rør. Her er der voldsomt stigning i forhold til 0%. Efter 3 timer er 100 % eppendorf-
rørene steget ydereligere og 0% eppendorf-rørene er steget over 100 % iltmætning. 
Det andet design af forsøget 
Efter et par uge, vise behandling B et kraftig fald i iltindhold, hvilket tydede på at B`s eppendorf-
rør, var i et iltfrit miljø. Det blev til en beslutning om, at lave et helt nyt forsøg, efter det samme 
design, men med nogle små ændringer.  
Den første ændring var, at alle eppendorf-rørene skulle på glas flaske med nitrogen gennemboblet 
saltvand, så alle eppendorf-rørene kom i iltfrit miljø. 
Den anden ændring var antallet af replikationer blev nedsat til 7 i stedet for 10, der var i det første 
forsøg (på grund af en fejlberegning, blev antallet af replikationer i behandling C kun til 6). Antallet 
af replikationer til DAPI og PCR blev forsat henholdsvis 3 og 5 (replikationer i behandling C, til 
DAPI, blev 2). 
Den tredje og sidste ændring var, at i stedet for at lave behandling E (den havde ikke vist nogle 
forskel fra D i første forsøg), blev der opblandet en behandling C+D, altså halvt med æg med 
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organisk materiale og halvt med buffer lavet i rent saltvand (denne behandling var interessant, da 
behandling C, i første forsøg, viste et kraftigt fald i pH, hvor behandling D vist at den kunne holde 
pH-værdien stabil).  
 
DAPI 
De behandlinger, der blev taget fra til DAPI, blev fikseret med 0,2 ml 37 % paraformaldehyde og 
kommer på køl i mindst 24 timer (der blev først fjernet 0,2 ml, så mængden er den samme). Efter 
24 timer suges væsken gennem filterpapir på 0,45 nm. Det organiske materiale lægger sig på 
filterpapiret og hver behandling blev lagt i en petriskåle og sat på frost til senere DAPI-
undersøgelse. Der bruges et fluorescensen mikroskopet, for at kvantificerer bakterierne. Der er 3 
replikationer til hvert prøveudtag. 
 
   
PCR 
Med PCR ønskes at se en differencering af den taksonomiske inddeling af bakterier i de forskellige 
behandlinger. 
Protocol for PCR (se appendiks: protocol PCR) 
PCR foretages af 2 omgange. Første PCR er for almindelig amplification af DNA´et: 
Oprens PCR 1. 
1. Prøverne der har været på frys optøes, og spinnes i 5 min. ved 10.000 g (gravity). Pellet 
opblandes med microbead solution12, som stabilisere og fordeler cellerne inden lyse. 
Herefter overføres opløsningen til powerlyzer glass microbead tube og der tilsætte MD1, 
der indeholder de komponenter der kræves for cellelyse. Powerlyzer glass microbead 
indsætte i PowerLyzer 24 homogenizer, som ødelægger cellerne, så DNA´et frit lægges. 
Derefter oprense DNA`et med flere opløsning kaldet MD2, 3, 4 og 5.   
Efter oprensningen. 
2. Mængden af DNA måles i alle prøverne på et Qubit fluorometer, for at sikker at der er nok 
DNA tilstede. 
3. Der blandes en mastermix til PCR. 
4.  Gelen gøres klar til PCR med agarose og TAE (Tris-Acetate). Spænding 190 V og 
strømstyrke 4000 mA i 45 min. 
5. Der køres PCR 1 og der ses klare bånd på autoradiografien 
                                                          
12 Se protocol af powerlyzer ultraclean microbial DNA isolation kit, appendix.  
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Efter PCR 1, gør klar til PCR 2, som er en forberedelse til DNA-analysen. Her skal sættes en kendt 
sekventering primer på de DNA to ene stykker og amplifiserede ved PCR. 
6. DNA mængden reguleres i hver prøve, så der er den samme mængde DNA i hver prøve 
7. Der påsættes forskellige dimer primere, så DNA i de forskellige prøver kan kendes fra 
hinanden 
8. Som polymerase bruges NEB PHusion hot start DNA-polymerase M0535L. 
9. Der køres PCR 2 og der ses klare bånd på autoradiografien 
Efter PCR 2, sættes prøverne i Illumina miseq, som har en database over de forskellige bakterier. 
Illimina miseq maskinen er bygget op sådan den har to kendte sekvenser, der er 
komplementerende til de to sekvenserede primere. De to primere binder sig til de kendte 
sekvenser og begynder at amplificere, så der dannes klynger af det samme DNA. Ved hver ny 
sekvensering af DNA´et registreres der et read, der kan samlingens i databasen. De samme 
sekvenserede reads, sammenlignes og samles i databasen. De samme sekvenserede reads, samles 
i klynger og des flere reads, der er der er dannet, des større sandsynligheden for, at man har et 
sandt billede af DNA´et i prøveren og kan dermed med større sikkerhed afgøre hvilken bakterie, 
der er i prøven.   
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Billede 2 
På grund af tid og de omkostninger, der er ved at bruge Illimina miseq, udtages der kun nogle 
enkelte prøver. Alle prøverne vælges fra det andet forsøg og med iltfrie flasker. Da der er 
begrænset plads i maskinen, vælges der ikke prøver fra B og C+D, da prøverne fra A, D og C er 
mere interessante. Der vælges fra A med hver 3 replikationer til tiderne 0 og 2 uger, det samme er 
gældende for D, som også er hver 3 replikationer til tiden 0 og 2 uger og C med hver 3 
replikationer til tiderne 0, 1 uge og 2 uger. Fordi der vælges en ekstra tid hos C, er at C i første 
forsøg, viser markante udsving i iltprocent ved 1 uge og 2 uger. Det bliver i alt til 21 udtag med 7 
tider, hvor der fra hver tages 3 replikationer. Ud over de 21 udtag, laves der også en negativ 
kontrol, så der bliver 22 prøver i alt. 
Resultat 
Jeg samlede æggene og inddelte dem i 2 beholdere med 1. æg der skulle renses og 2. æg der ikke 
skulle renses med den korrekte samme æg-koncentrationen i begge to beholdere. Herefter tog jeg 
10 udtag fra hver af de to beholder på 1 ml og talte antallet af æg (se fremgangmåde til færdig 
forsøg).  
Forsøg 1: gennemsnittet for æg der skulle renses, var 40,2 æg/ ml. For æg der ikke skulle renses 
var gennemsnittet på 48,3 æg/ml. 
Forsøg 2: gennemsnittet for æg der skulle renses, var 35,4 æg/ml. For æg der ikke skulle renses var 
gennemsnittet på 41,8 æg/ml. 
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Iltindhold 
 
Figur 3 af ilt procenter fra første forsøg, som slutter i uge 8, som på figuren er døgn 56. 
Hvis man ser på iltindholdet over tid ved den første forsøg, holder A og D sig rimeligt konstant 
(Dette skyldes eppendorf-rørenes gennemtrængelighed for ilt). E´s iltindhold er lavt ved tiden 0, 
da den er gennemboblet med nitrogen, men stiger på et døgn, sammen med B op til det niveau, A 
og D opholder sig på. Hvis der havde fortsat med E og B (hvis B ikke havde været sat i ilt frit miljø), 
ville man højst sandsynligt have set, at alle fire prøver havde fulgtes ad, da forskellen på A og B, er 
at B er gennemboblet med nitrogen.  
Efter B er kommet i iltfrit miljø, er iltindholdet faldet markant, dog er der en lille stigning efter 2 
uger, hvor den nogenlunde holder sig stabilt til uge 8. Ved 2 uge har B det laveste iltindhold. 
C´s iltindhold er også markant faldende, selvom den ikke er i iltfrit miljø, det vil sige at der 
forbruges mere ilt i eppendorf-røret end den ilt der gennemtrænger røret. Her er der en markant 
iltstigning efter 1 uge, som er stigende til uge 8. 
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Figur 4 af ilt procent for andet forsøg, som sluttede i tiden uge 4, på figuren ved døgn 28. 
Iltindholdet i den anden opstilling, hvor alle prøverne fra tiden 0 var overført til iltfrit miljø, viser at 
de samme behandlinger nogenlunde det samme billede inden for det første døgn. Behandling B og 
C starter med lavere iltindhold til tiden 0, men allerede 6 timer efter er B på samme niveau, som A, 
D og C+D. Herefter med tiden 12 timer falder B ned under C niveau, hvor tiden 24 timer er B igen 
over C niveau.  
C stiger lidt over tid, men er ca. 10-15 % lavere end de øvrige prøver (A, D og C+D), frem til tiden 
efter 3 døgn, hvor A og B falder under C´s niveau. 
Hvis man skal sammenligne de to forsøgs ilt-profiller, viser forsøg 1 at A og D har et nogenlunde 
stabilt iltindhold over tid, Hvorimod forsøg 2 viser et svagt fald over tid for D og C+D, sammen med 
A, som efter 3 døgn falder kraftigt sammen med B over tiden. 
Hvis man sammenligner behandling B i de to forsøg, har B i forsøg 1, efter den er kommet i iltfrit 
miljø, næsten det samme fald over tid, dog med et højere iltindhold som udgangspunkt, som B 
vider i forsøg 2. Begge profiller på B har en svag stigning efter 2 uger. En stigning der ville været 
interessant, hvis den forsatte med stige over tid. 
Behandling C i forsøg 1 viser umiddelbart et særpræg af iltindhold efter en uge, da der er en 
markant stigning af iltindhold over tid. Den tilsvarende profil viser forsøg 2 ikke på C, da den efter 
en uge holder sig mere eller mindre stabil på det samme niveau. 
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Begge forsøg viser at når behandlingerne kommer i iltfrit miljø, vil A og B´s iltindhold, efter 1-2 
uger, være lavere end C, som har ekstra organisk materiale i opløsningen. Derimod viser begge 
forsøg også, at D og C+D, som indeholder buffer, er i stand til at holde et højere iltindhold over tid, 
end de andre behandlinger. 
 
PH-værdi 
 
Figur 5 af pH-værdierne for første forsøg, som sluttede i tiden uge 8, på figuren ved døgn 56. 
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Figur 6 af pH-værdierne for andet forsøg, som sluttede i tiden uge 4, på figuren ved døgn 28. 
Inden for det første døgn er pH-værdien for alle behandlinger for både forsøg 1 og 2, med 
undtagen af behandling C, ens. C pH-værdi i begge forsøg begynder mellem 8,2 -8,4, hvor den i 
forsøg 1 falder jævnt til pH-værdien 7 på tiden 3 døgn, hvor den efterfølgende holder sig stabilt 
den følgende tid. I forsøg 2 holder C sig nogenlunde stabilt i første 12 timer, hvorefter den næsten 
falder til pH-værdien 7, men først efter 4 uger. 
E i forsøg 1 slutter efter et døgn, men ville højst sandsynligt have forsat over tiden med en stabil 
pH-værdi omkring 8,6 – 8,8, da E også er med buffer, da man på de øvrige behandlinger med 
buffer i begge forsøg, ser en stabil pH-værdi over tid. 
A og B i forsøg 1 er svagt faldende efter et døgn fra pH-værdien 8,7 – 8,9 til 8,2 – 8,3 i den 4 uge. I 
forsøg 2 er A og B på et stabilt niveau til det døgn 3, hvorefter der er et markant fald fra pH-
værdien 8,6 – 8,8 til ca. 7,4 i uge 4. 
 
Når man ser på overlevelsesprocenten over tid, viser begge forsøg at den er svagt faldende. De 
behandlinger der har den generelle laveste rate, er dem der er behandlet med buffer. I forsøg 1 
ligger D og E på de laveste pH-værdier det første døgn, hvorefter der ikke tages flere prøver af E. 
Efter uge 1 og 2 kommer A -og B`s pH-værdier under D, hvor de i resten af tiden ud, har den 
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laveste pH-værdi i forsøg 1. Behandlingerne A og B følger hinandens pH-værdier, ind til B kommer i 
iltfrit miljø, så stiger overlevelsesprocenten i forhold til A, men efter 2 uger er A og B nogenlunde 
på samme niveau igen. 
Overlevelsesprocenten på nauplii 
 
 
Figur 7 af procent udklækkede nauplii`er i første forsøg, som sluttede i tiden uge 8, på figuren ved døgn 56. 
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Figur 9 af procent af udklækkede nauplii`er i andet forsøg, der sluttede i tiden uge 4, på figuren ved døgn 
28. 
I forsøg 2 er overlevelsesprocenten mere ens for alle behandlingerne, i forhold til forsøg 1. 
Overlevelsesprocenten i det første døgn, i forsøg 2, ligger mellem 40 -64 %, mens værdierne i 
forsøg 1 ligger mellem 40 – 80 % (under 40 % for D) i det første døgn. Efter det første døgn i forsøg 
2, har D og C+D det laveste niveau med pH-værdier og, de har det hurtigste fald, hvor A og B har et 
svagere fald, hvor de to er meget ens i pH-værdi. C har det svageste fald i pH-værdi og det er kun i 
uge 4, så det kan diskuteres om det er fald i overlevelsesprocenten eller om det kun er denne 
enkelt måling. (diskussion) 
E er generelt den behandling der har de bedste resultater i overlevelsesprocenten. I forsøg 1 er E 
helt oppe på en overlevelsesprocenten over 80 %, men det er også i forsøg 1, at der efter 3 dage 
med behandling E er et kraftigt fald, hvor overlevelsesprocenten nærmere sig de øvrige 
behandlinger.  
Samlede antal af æg og nauplii i en tid 
I forsøg 1 er der et fald over tid med det samlede antal af æg og nauplii over en tid. Det samme 
fald ser man ikke i forsøg 2, hvor det samlede antal er mere stabilt, men efter en uge er der et 
svagt fald. Hvis man ser på hvilken behandling, der højeste niveau af samlede antal af æg og 
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nauplii, har behandlinger med buffer en anelse bedre resultat og C i forsøg 2 er den behandling 
der har det laveste samlede antal af æg og nauplii over tid.  
  
Figur 10 af samle antal æg og nauplii`er for en tid, fra første forsøg, der sluttede i tiden uge 8, på figuren 
ved døgn 56.   
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Figur 11 viser en kurve, over første forsøg, med det samlede antal æg og naupliier for en tid, over 8 uger, 
hvor retningen er markeret med en tendenslinje. X-aksen er angivet i døgn, Y-aksen er angivet i antal æg og 
nauplii´er. 
Tendenslinjerne for første forsøg, viser hvornår sandsynligheden for hvornår det samlede antal æg 
og nauplii´er er 0. De tre behandlinger A, B og C, hvor B har den laveste tendenslinje, viser at alle 3 
behandlinger omkring den næste tid, uge 16, at alle prøverne, ifølge tendenslinjen, vil være døde. 
Behandlingen D viser sig at være meget stabil, med et meget svagt fald. 
 
 
 
0
100
200
300
400
500
600
700
800
0 10 20 30 40 50 60
A B C D Lineær (A) Lineær (B) Lineær (C) Lineær (D)
Cold storage af copepode æg 
 
34 
 
 
Figur 12 af det samlede antal af æg og nauplii`er i andet forsøg, der sluttede i tiden uge 4, på figuren efter 
28 døgn. 
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Figur 13 viser en kurve, over det andet forsøg, med det samlede antal æg og naupliier for en tid, over 8 
uger, hvor retningen er markeret med en tendenslinje. X-aksen er angivet i døgn, Y-aksen er angivet i antal 
æg og nauplii´er. 
Her viser tendenslinjerne, lidt det samme forløb, som behandling A, B og C, viste i første forsøg. 
Forskellen på første og andet forsøg er, at D og C+D i andet forsøg har det samme forløb, som de 
andre behandlinger. Her er det C, der ifølge tendenslinjen, vil uddø først.   
 
Analyse af resultaterne fra behandlinger A-D 
Behandling C i første forsøg: 
I første forsøg har behandling C, som den eneste et fald i iltindhold over tid (hvis man ikke regner 
B`s ilt frie periode med). Dens fald bliver markant fra 1 døgn til 3 døgn, et niveau som den holder 
til det 7 døgn, hvorefter iltindholdet er konstant stigende til 8 uger. Noget kunne tyde på, at der 1 
uge, dør så meget levende organisme (æg og bakterier), at hvor før æg og bakterier havde et 
større iltforbrug end hvad der kunne gennemtrænge af ilt i eppendorf-røret, så dør der 
efterhånden mere og mere levende organisme over tiden. Forskellen på gennemtrængende ilt og 
forbrug af ilt bliver større og større. Hvis man sammenligner den hypotese med pH-værdien for 
behandling C, indikerer pH-kurven også at der sker noget i døgn 3. Det er muligt at pH-værdien er 
blevet så lav, at det er svært for æggene (og/eller bakterier) at overleve og de derfor dør. Der er 
ingen af de andre prøver, der når så lave pH-værdi, som behandling C i første forsøg, men det er 
en mulighed at der er nået en pH-værdi, der er æggenes grænse for hvad de kan overleve.  
Hvis der er en del organisk materiale, der er død, frigives der ikke så meget CO2 og pH-værdien 
stabiliseres til uge 4, hvorefter der er en svag stigning til uge 8. Den svage stigning til uge 8, kan 
forklares med at ilten gennemtrængelighed har fået et niveau, der skaber en ligevægt mellem O2 
og CO2 og fortrænger noget af CO2´en, ud af eppendorf-røret og dermed ifølge bikarbonat 
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buffersystem der bevæger sig mod højre og hæver pH- værdien. Når O2 kan gennemtrænge 
eppendorf-røret, så kan CO2 også gennemtrænge eppendorf-røret, bare den modsatte vej. Når 
CO2 forlader opløsningen gælder Henry´s lov, hvor CO2(aq) er blevet så stor, at CO2 presses ud 
gennem eppendorf-røret, som gas (se pH-værdi i havvand) 
Når den levende organiske materiale skulle begynde at dø, ifølge iltforbrugs indikationerne, (her 
fokuseres i første omgang på æggene), skulle man også kunne se et fald i det samlede antal af 
nauplii´er og æg. Men der er ikke noget signifikant fald efter 3 døgn, da det samlede antal af æg og 
nauplii´er er næsten ens mellem 3 døgn og 7 døgn. Til gengæld er der et signifikant fald mellem 1 
døgn til 3 døgn og igen fra 7 døgn og 2 uger. Sammenligner man de oplysninger med C`s 
klækningsprocent, er der et kraftigt fald efter 3 døgn, indtil 2 uger hvor det stabiliserer sig. Det er 
ikke usandsynligt at æggene er bedre til at klare lave pH-værdi, omkring 7, end nauplii´er og derfor 
falder klækningsprocenten eller at æggene udsætter klækningen. Ser man på hele 
forsøgsperioden, så viser tendenslinjen (figur med tendenslinje fra første forsøg) at behandlingen 
C, er den der har det største fald, især efter det første døgn og uge 1. Efter en uge er det samlede 
antal af æg og nauplii´er og udklækningsprocenten er stabil. 
Behandling C i andet forsøg 
Ved sammenligning af de to behandlinger med C i begge forsøg, viser C i andet forsøg ikke det 
sammen fald i iltprocent fra 1 døgn indtil døgn 3, som C i første forsøg. Hypotesen for C i første 
forsøg, var at det organiske materiale brugt mere ilt, end eppendorf-rørene kunne fortrænge med 
ilt. Hvis det organiske materiale forbruger den samme mængde ilt i C fra andet forsøg, skulle man 
se et større fald i iltindhold eller i hvert fald det samme forbrug af ilt, hvilket ikke er tilfældet. Det 
samme forløb i pH fald, ser man hellere ikke C i andet forsøg. Konklusion må være, at det 
organiske materiale ikke reagerer ens eller der er forskel på mængden. Hvis man ser på 
udklækningsprocenten og det samlede antal af æg og udklækket de nauplii´er, så ligger C fra første 
forsøg, sig bedst. Det større antal æg betyder også en større respiration, og dermed også en større 
påvirkning af et pH fald. Det er også muligt af der er en større mængde af andet organisk materiale 
end æg, såsom bakterier og alge rester (DAPI kunne afklare det spørgsmål). At klæknings 
procenten er bedre i C fra det første forsøg, skal nok vurderes ud fra, at 3 behandlinger A, B og C 
fra første forsøg, har en bedre klække procent end A, B og C i andet forsøg, de første 3 døgn, 
derefter falder klække procenten til det samme niveau som det andet forsøg.    
Behandling B i første forsøg 
Behandling B i første forsøg, bliv sat i ilt frit miljø i døgn 2 og derefter er der et fald fra 120% i døgn 
til 20% i uge 2. Da behandling B blev sat i ilt frit miljø, havde den nået behandling A´s ilt-niveau, så 
behandlingsmæssigt ligner B, behandling A. Med pH-værdierne følger A og B det samme forløb og 
med overlevelses raten, ser det også ud til at B havde fulgt A, hvis den ikke var kommet i ilt frit 
miljø efter døgn 1. Her stiger overlevelses raten for B, hvor efter B har nogenlunde det samme 
forløb som A, bare med bedre overlevelses rate. Umiddelbart viser de første målinger i ilt frit 
miljø, at det har en positiv effekt på overlevelses raten. Behandling A og B er ikke ens i samlede 
antal af æg og nauplii´er, men det er de to behandlinger, der ligger tættest på hinanden. 
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Behandling A og B i andet forsøg 
A og B er mere ens i andet forsøg, end i første. Den eneste forskel er at B har et lavere iltindhold 
det første døgn, hvorefter A og B følges nogenlunde med ilt indhold. Det sammen gør sig 
gældende for A og B i pH-værdi og udklækningprocenten, hvor de også følges af. Med hensyn til 
det samlede antal æg og nauplii´er, ligner A og B mere hinanden i andet forsøg, end A og B i første 
forsøg. Sammenlignes A og B fra anden forsøg, med B fra første forsøg, er der mange træk der er 
fælles, da de tre behandlinger har et meget ens forløb. Der hvor A og B fra andet forsøg skiller sig 
lidt ud, i forholdt til B i første forsøg, er ved pH-værdi i uge 2; her er A og B fra andet forsøg, 
signifikant lavere i B fra første forsøg. B fra første forsøg har bedre procenter i 
klækningsprocenter, de første 3 døgn, hvorefter den falder til det samme niveau som A og B i 
andet forsøg. Det er også efter 3 døgn at B fra første forsøg har en dårlig samlede antal æg og 
nauplii´er, i forhold til A og B i andet forsøg. 
Generelt kan man sige om behandling B, at gennemboblingen med nitrogen, ikke har haft den 
store betydning, på nær den første måling til tiden 0, da der i begge forsøg er flere æg tilstede i 
prøverne. Hvis det har en betydning, skal der også være en forskel på antallet af æg mellem 
behandling D og E i første forsøg, hvor E også er gennemboblet med nitrogen. Det er der også, 
men en så lille forskel, at det kunne være tilfældigt. 
Behandling D 
Behandling D i første forsøg har et konstant iltindhold over tiden, da ilt gennemtrænger 
eppendorf-røren. Derimod kan man se et jævnt fald over tiden med behandlingerne D og C+D i 
andet forsøg. Behandlinger D og C+D ligner meget hinanden gennem alle målinger. I iltindhold er 
C+D meget ens med D og ligger markant højere end C i ilthold over tid. Umiddelbart havde man 
forestillet sig at C+D ilt indhold ville være mellem D og C ilt indhold, da prøven med C+D er halvt 
organisk materiale og halvt buffer. Det må betyde at buffer opløsningen har en påvirkning på ilt 
indholdet i opløsningen eller en skadelig påvirkning på nogle af de organismer (æg og/eller 
bakterier) der er i opløsningen (se borsyre og borat). Kigger man på antallet af æg i C+D, i forhold 
til de andre behandlinger, har C+D og de behandlinger med buffer et højt antal æg. Derimod er 
klæknings raten for C+D og de behandlinger med buffer lavere i forhold til de andre behandlinger. 
Buffer opløsningen har umiddelbart ikke en skadelig påvirkningen af antallet af æggene, men 
omkring klækningen kunne bufferen havde en negativ effekt. Andet organisk materiale der kunne 
påvirkes af bufferen er bakterierne. Konklusioner er at behandlinger med buffer generelt holder et 
højere ilt indhold over tiden. 
Alle behandlingerne med buffer har vist at de kan holde et stabilt pH niveau, hvilket også var 
hensigten, dog viser D i første forsøg, et begyndende dyk i pH-værdi i uge 8. Med det stabile forløb 
behandling D har vist, kan det betyde at bufferkapaciteten er ved at nået sin grænse. Den mest 
åbenlyse årsag er, at der har været en respiration tilstede, som har frigivet noget CO2. Tidligere er 
det beskrevet, at det er mulig, at bufferen kunne være skadelig for nogen organismer i prøven, da 
ilt indholdet var højt.   
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Resultat og diskussion af mikrobielle undersøgelser 
Det har desværre ikke været muligt at skabe resultater af DAPI har desværre ikke været muligt, da 
de gange fluorescensen mikroskopet er blevet benyttet, enten ikke givet noget resultat eller også 
er der lavet en fejl i behandlingen af DAPI, som har ødelagt produktet. Da DAPI kun giver et 
resultat af mængden af DNA i en prøve, men ikke kan give så mange andre oplysninger, er der 
blevet valgt at bruge mere tid på PCR-produktet i stedet.  
Resultaterne fra PCR-produktet har hellere ikke været helt vellykkede. Der er tidligere beskrevet, 
at der skabes reads i Illumina miseq, som samles i klynger og sammenlignes med databasen. Des 
flere reads der laves, des større er sandsynligheden for at man har det korrekte forhold af 
bakterier i prøven. Desværre var nogle af sekvenseringerne i dårlig kvalitet, da der var en fejl i 
vores protokol, i forholdet mellem bead og PCR-produktet, at hele processen var meget følsom i 
oprensningsfasen. Det gør at kun få procent af data er brugbar og det giver selvfølgelig en 
usikkerhed om troværdigheden af data. Nedenstående figur viser at i stedet for 10.000 reads, er 
der for de fleste bakterietyper (bakterietyper = OTU), kun dannet 300 – 500 reads. Et højt antal 
reads er nødvendigt for troværdigheden. Når kurverne flader ud og forsætter horisontalt, betyder 
det at selv der dannes flere reads øger det ikke væksten af en bestemt bakterietyper. Som figuren 
viser er det kun en bakterietyper, der begynder af flade ud, mens der er flere der har en lodret 
stigning.  
  
Figur 14. 
Trods usikkerheden omkring bakterie-forholdende i prøverne, kan PCR-produktet alligevel, give en 
forestilling om, hvordan bakterie-forholdende er i prøverne. 
Det samlede bakterie-forhold i alle prøverne, kan ses i det nedenstående diagram, hvor de 8 cirkler 
repræsentere taksonomien, startende fra den inderste ring, som er ”rige”, hvor de efterfølgende 
udadgående ringe er ”række”, ”klasse”, ”orden”, ”familie”, ”slægt” og den sidste ring ender med at være 
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”art”. De to kasser ved siden af diagrammet, viser procent-størrelsen, hvad enten om man går mod højre 
eller venstre i diagrammet. De to mindre kasser, viser at der er næsten 100% gammaproteobakterier i 
”klassen” af tasonomien, og derefter i ”orden”, deler med halvdelen til vibrionales bakterier og den anden 
halvdel bliver til alteromonadales bakterier. Det er ikke urealistiske bakterie-organismer, da de kan findes i 
marinetime miljøer13.  
                                                          
13 https://en.wikipedia.org/wiki/Vibrionaceae 
https://en.wikipedia.org/wiki/Alteromonadales 
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Figuren 15 viser bakteriernes 
taksonomi, med start i den inderste ring som ”rige” og bliver mere og mere specifik, jo længere man bevæger sig ud. 
De to kasse viser, hvor meget de forskellige bakterietyper fylder i hver ring, alt afhængig af, hvilken retning man 
bevæger sig i diagrammet. 
Når man opstiller prøverne i et søljediagram, men inddeler kun til ”orden”, så fordeler det sig som 
følgende på nedenstående figur. Her ser man de to bakterietyper, vibrionales og alteromonadales 
i henholdsvis farverne grå og lyseblå. Den negative kontrol indeholder både flimicutes- og actino-
bakterier, som ikke er marine-bakterier, selvom actino-bakterier i akvaries miljø er de primære 
jord-bakterier14. Hermed skiller den negative kontrol sig ud og giver en større troværdighed 
omkring prøvernes rigtighed. I ”slam 7” (1 uge) er der en lille procent der er cyanobakterier, som 
også kan være marine-bakterier15, men både slam 0 (tiden 0) og slam 14 (tiden 2 uger) har ingen 
cyanobakterier tilstede. Forklaringen med cyanobakterier i ”slam 7”, kunne være at 
cyanobakterier produceres ved fotosyntese og ”slam” har fået tilsat ekstra organisk materiale, så 
måske har glasflasken med ”slam 7” stået for længe i lys, inden den var sat på køl og mørke. I 
”kontrol 14” findes oceanospinillales-bakterier, som er en salt-elskende marine-art16.  
Hvis man ser bort fra negativ kontrol, og ser på prøverne til tiden 0, indeholder de næste kun 
Vibrionales-bakterier, hvor ”kontrol 0” har en større procentdel der er alteromonadales-bakterier. 
Efter 2 uger er fordelingen af bakteriertyper ikke ændret for ”buffer 14”. Derimod har både 
”kontrol 14” og ”slam 7 ” ændret bakteriertyper til alteromonadales-bakterier. ”Slam 14” har kun 
                                                          
14 https://en.wikipedia.org/wiki/Actinobacteria 
https://en.wikipedia.org/wiki/Firmicutes 
15 https://en.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria 
16 https://en.wikipedia.org/wiki/Oceanospirillales 
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ændret en tredjedel til alteromonadales-bakterier. Når man ser nærmere på hvilken bakterier 
vibrionales er, viser overstående figur, at 100% er i familien vibrionaceae, som kan være patogene 
og producere tetrodotoxin, der hæmmer Na+-pumpen i forskellige organismer og derfor være 
dødelig17. Det er bemærkelsesværdigt, når buffer prøverne har vist, at de har en lille 
udklækningsprocent, men en høj overlevelsesrate af æg.  
 
Figuren 16 viser bakterie-forholdet mellem de 8 prøver. For overskueligheden skyld, er bakterie-taksonomien kun 
medtaget ”orden”. Lyseblå er alteromonadales-bakterier, grå er Vibrionales-bakterier, orange er oceanospinillales-
bakterier, grøn er cyanobakterier, lilla er actinobakteirer og mørkeblå er flimicutes-bakterier.   
For at få en fornemmelse af den fulde bakterie diversitet, er nedenstående figur med søjlediagram 
indsat, der viser de forskellige arter i hver prøve. Her er det tydeligt, at de to prøver der skiller sig 
ud er buffer, da der næsten ingen forskel de to prøver. Noget kunne tyde på at bufferen gør noget 
ved bakterie diversiteten. 
 
                                                          
17https://en.wikipedia.org/wiki/Vibrionaceae  
Cold storage af copepode æg 
 
42 
 
 
Figur 17. 
Til alle prøverne er der taget 3 replikationer, undtagen den negative kontrol. Den sidste og 
nedenstående figur skal vise, hvordan de tre replikationer til hver prøve har lagt sig. Det 
tredimensionel koordinatsystem viser, at der er flere replikationer der ikke er samlet. ”Buffered 
14”og ”slam 0” har en stor spredning, hvor ”kontrol 0” og ”buffered 0” har to replikationer samlet, 
men den ligger længere væk. Det underligt det er netop de prøver, der har den største spredning, 
da der også er dem, der har den mindste bakterie diversitet ifølge den ovenstående figur 17.  
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Figurene 18 viser hvordan de 
replicationerne ville fordele sig, når de 
bliver sat ind i et tredimensionellet 
koordinatsystem. Der er taget to billeder 
med, for at de tre dimensioner.         
 
De to mest abundante bakteriertyper er vibrio - og pseudoalteromonas (alteromonadales). De er 
begge fakultativt anaerobe18, hvilket betyder at de kan bygge ATP ved aerobisk respiration, når der 
                                                          
18 McMeekin Bergey’s Manual® of Systematic Bacteriology pp 443-555 
Og https://en.wikipedia.org/wiki/Facultative_anaerobic_organism 
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er ilt tilstede. Hvis der ikke er ilt tilstede, kan de skrifte energisystem til anaerobisk respiration eller 
til gæring (Bowman et al., 2005 og Johannes F. Imhoff, 2005). Begge bakterier behøver Na+ ioner 
og et saltvands medie for at øge deres vækst (Bowman et al., 2005 og Johannes F. Imhoff, 2005). 
Det er desuden beskrevet i det ovenstående, at vibrionaceae kan være en dødelig patogen ved at 
producere tetrodotoxin, der hæmmer Na+-pumpen i forskellige organismer.  
I prøverne med ”kontrol” og ”slam”, er det tydeligt at bakteriesammensætningen ændrer sig fra 
vibrio til højere forekorekomst af alteromonadales. I prøverne med buffer sker denne ændring 
ikke, så der er noget der tyder på at buffer-sammensætningen hæmmer alteromonadales-
bakterier. Der er tre ting, der kunne være sket i buffer-opløsningen:  
1. Vibrio-bakterierne har udviklet tetrodoxin, der har været dødelig for alteromonadales 
bakterierne. 
2. Alle behandlingerne, undtagenbufferen, falder i pH-værdi. Det er muligt at ved faldende 
pH-værdi klarer alteromonadales bakterierne sig bedre end vibrio-bakterier. 
3. Boresyre og borat kan være giftig over for visse organismer (Hovatter, Patricia S. et al., 
1995). 
Selvom begge bakterie-typer er fakultativ anaerobe, tyder iltprocenterne på at alteromonadales 
bakterierne er aerobe, et forhold vi finder bekræftet i litteraturen (Elena P. Ivanova et al., 2002). 
Det tyder også på at Vibrio-bakterierne er anaerobe eller benytter sig af gæring (Johannes F. 
Imhoff, 2005), da der er højere iltprocenter i alle behandlinger med buffer. 
Beregning og diskussion af pH-værdi og iltforbrug 
I de følgende beregninger, antages det at fald i pH-værdien, er grundet et øget CO2 tryk i 
opløsningen. Derfor beregnes CO2 koncentrationen ud fra et proportionelt fald i pH-værdien. CO2 
koncentrationen skal bruges til senere udregning af iltindholdet i prøverne og sammenlignes med 
iltprocenterne i figurerne 3 og 4. Derfor tages kun behandling B fra første forsøg med (figur 3), da 
de øvrige prøver i første forsøg er upålidelige med hensyn til iltprocenten, på grund af at de er ilt-
gennemtrængelig. 
Nedenstående figur 19 er et koordinatsystem, hvor X-aksen er pH-værdier og Y-aksen er log [C] 
mol kg-1. De to buffer systemers (Bicarbonatsystemet og boresyre –og boratsystemet) syre –og 
basekomponenters koncentrationer er funktioner af pH-værdien.  Der er foretaget beregninger på 
syre –og basekomponenternes pka og udfra DIC19 (2 * 10-3 mol kg-1) (Emerson and Hedges).  
At kende DIC-koncentrationen er afgørende for at kunne beregne koncentrationen på syre –
basekomponenterne. Der er ikke målt DIC-indhold på nogle af prøverne i dette projekt, derfor vil 
beregningerne her, været baseret på et skøn udfra aflæsning af figur 19 og DIC indholdet den 
øvrige litteratur beskriver. 
                                                          
 
 
19 Dissovled inorganic carbon 
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Figur 19. 
Beregning af behandling B fra første forsøg 
Der er foretaget beregning Behandling B på fra 1 døgn til 14 døgn, da der er et jævnt fald i 
iltprocent (figur 3) og ligeledes et jævnt fald i pH i det tidsrum (figur 5). 
Mellem 1 døgn og 14 døgn, falder på pH-værdien 8,7 til 8,1 (se appendiks nummer? ”ilt og pH 
første forsøg”), hvilket er indtegnet med blå linjer på figur 19.  
Aflæst: 10-5,1 – 10-5,9 = 0,00000668 mol = 6,68 nmol 
I den pågældende periode er der produceret 0,668 nmol CO2. Hvis man konventerer dem til O2 
nmol, ganger man med 1 eller 0,7 alt afhængig af, om det er forbrænding af kulhydrater eller fedt. 
Iltforbruget kan, efter denne beregning, ligge mellem (6,68 * 0,7) = 4,676 og (1 * 6,69) = 6,69 nmol 
i den nævnte periode. 
Sammenligner man de ovenstående to tal med de tal der fundet, i Pernille Nielsen artikel, ved at 
bruge et nanorespirometer der måler iltforbruget i real time (Pernille Nielsen. 2007), hvor 
forbruget ligger mellem 0,10 ± 0,004 og 0,23 ± 0,02 nmol O2/ æg/ time, påvises der i artiklen et 
væsentligt større iltforbrug, da det måles pr time og pr æg. Når der regnes på 0,10 nmol O2 nmol 
for den samme periode (1 døgn til 14 døgn) og med ca. 40 æg (0,10 * 24 * 13 * antal af æg ca. 40) 
fås = 1248 nmol. 
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Beregninger på behandlinger fra andet forsøg (undtagen prøver med buffer) 
På både behandling A, B og C er der foretaget beregninger fra 1 døgn til 14 døgn. Disse prøver har 
et jævnt fald både i pH-værdier og iltprocenter, hvilket giver et bedre sammenlignings grundlag, da 
alle er beregnet inden for samme periode. 
A har et fald i pH-værdi, fra 8,8 til 8,2 (se appendiks nummer? ”ilt og pH andet forsøg”), hvilket 
ligger så tæt på B pH-værdi fra første forsøg, at samme resultat antages her. 
B har et fald i pH-værdien, fra 8,8 til 8,1 (se appendiks ”ilt og pH andet forsøg”), og ligesom ved 
behandling A, antages det samme resultat, fra behandling B fra første forsøg. 
C har et fald i pH-værdien, fra 7,6 til 7,2 (se appendiks ”ilt og pH andet forsøg”), som er indtegnet 
med gule plots på figur 19. 
Aflæst: 10-4,5 – 10-4,9 = 0,000019 mol = 19 nmol 
Det betyder at der er 19 nmol CO2, i prøverne med behandling C, og som skal konverteres til O2 
nmol. Iltforbruget kan ligge mellem (19 * 0,7) = 13,3 og (1 * 19) = 19 nmol i den nævnte periode. 
Selvom behandling C har haft et større iltforbrug end de øvrige behandlinger, er det ikke i 
nærheden af det iltforbrug der er målt i Pernille Nielsens artikel. 
Beregninger på behandlinger med buffer 
Både behandling D og C+D følger hinanden gennem hele pH –og iltforløbet, og derfor vil der kun 
foretages beregninger på behandling D. Både D og C+D har en konstant pH på 8,8 gennem hele 
forløbet i andet forsøg (appendiks ilt og pH andet forsøg).  
Behandling D fra første forsøg, er medtaget her, da denne buffer også har et konstant pH på 8,8 
gennem hele forløbet, undtagen efter 56 døgn, hvor pH-værdien er 8,5. Bufferkapaciteten er ikke 
sprængt, da det kræver et pH fald til 7,8, men det er muligt at de efterfølgende målinger viser en 
pH-værdi uden for bufferkapaciteten. Hvis bufferkapaciteten skulle sprænges måtte der være 
blevet tilført 4,5 mol/L (se borax –og boresyre buffer). I prøverne skulle der været tilført (4,5 / 
1000 * 1,7) = 0,00765 mol syre, hvilket er et højt tal, når det sammenlignes med behandling C fra 
andet forsøg, som havde 0,000019 mol CO2. Det er usandsynligt at behandlinger med buffer skulle 
have produceret mere CO2 end behandling C, hvor der er ekstra organisk materiale. 
Sammenligne beregnede iltforbrug med på iltprocenterne 
Sammenlignes de målte iltprocenter i perioden fra 1 døgn til 14 døgn, er der ikke 
overensstemmelse med det beregnede iltforbrug fra pH-værdierne i samme periode.  
Behandling B fra første forsøg og behandling A og B fra andet forsøg, har et fald på iltprocent, i 
den periode, mellem 80 og 90 procent (se appendiks pH og ilt). Det beregnede iltforbrug i den 
periode er 6,68 nmol. 
Behandling C fra andet forsøg har et fald i iltprocent, i samme periode, på ca. 15 procent. Det 
beregnede iltforbrug er 19 nmol i den samme periode.  
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Det betyder at en del af den CO2 og anden form for syre, der er dannet i behandling C, ikke er 
konverteret til O2. Det er højt sandsynligt at en del af bakterierne er forbruger af CO2, 
chemoautotroph (se De bakterielle forhold påvirkning på overlevelse).  
Diskussion 
Sammenlignes klækningsprocenten i både første forsøg og andet forsøg, har første forsøg de 
bedste klækningsprocenter de første 3 døgn, hvor behandling A, B og C ligger mellem 60 – 80%. 
Efter 3 døgn falder klækningsprocenten i det første forsøg til under 50 – 60% og ligger på samme 
niveau som andet forsøg. Disse udklækningsprocenter er ikke bedre end tidligere forsøgs 
udklækningsprocenter (Drillet, G. et al., 2006a) og (Drillet et al. 2011a). 
Behandling med buffer har de dårligste klækningsprocenter, hvilket nok skyldes at borsyre –og 
borax bufferen ikke fremmer de naturlige bakterielle forhold der behøves for copepode æggene.   
Behandling A og B er har bedre klækningsprocenter end behandlinger med buffer. Der er ikke 
signifikant forskel på behandling A og B i andet forsøg vedrørende klækningsprocent. I første 
forsøg har behandling B lidt bedre klækningsprocenter end behandling A. Ud fra første forsøg med 
behandling B, kunne det godt tyde på, at en naturlig fjernelse af ilt (ikke brugen af nitrogen, men 
isolere prøven, så der ikke kan tilføres ilt udefra) øger klækningsprocenten i starten, men 
klækningsprocenten falder herefter over tid. Der er før foretaget forsøg med anoxi miljø, hvor 
klækningsprocenten forbedres (Martin Holmstrup et al. 2006), men til trods for at alle prøverne i 
andet forsøg var i iltfrit miljø, fik de ikke bedre klækningsprocent i forhold til første forsøg. 
Behandling C ligger tæt på behandling A og B, men de første 3 døgn i første forsøg har C de bedste 
klækningsprocenter. Her det igen en naturlig fjernelse af ilten, højst sandsynligt fra bakterierne, 
der giver de gode klækningsprocenter. Efter en kort periode falder klækningsprocenten, ligesom 
behandling B i første forsøg. 
Konklusion 
Der er i dette projekt ikke målt bedre klækningsresultater, i forhold til tidligere forsøg med 
copepode æg. Buffer har højst sandsynligt ødelagt de bakterielle forhold, der skal være tilstede 
hos copepode æg, da dens klækningsprocenter var de dårligste af prøverne. Noget kunne tyde på, 
at en naturlig fjernelse af ilten, sandsynligvis en sund bakterie kulture, øger klækningsprocenten 
de første par dage. Meget tyder på de bakterielle forhold har en positiv betydning for copepode 
æggenes trivsel og senere udklækning.    
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